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               【目 的】
 DNA は様々な要因により損傷を受け, DNA 障害は奇形や発癌の原因となり, また apoptosis
 を誘発するといわれている。 これらの DNA 障害の種類・程度に応 じ複数の DNA 修復機能が存
 在する。 Apurinic/Apyrimidinic Endonuciease (APE) は, 活性酸素などにより生ずる DNA
 障害に対する修復経路, 塩基除去修復の key enzyme であり, 近年 apoptosis との関連が報告さ
 れた。
 一過性全脳虚血後の選択的遅発性神経細胞死において, apoptotic cell deathの関与が指摘さ
 れているが, その詳しい機序は未だ明らかではない。 この遅発性細胞死に活性酸素が関与してい
 ることが明らかとなり, また, 虚血後の選択的脆弱部位において, APE mRNA の発現誘導が
 報告された。 これらのことより, 全脳虚血後の遅発性細胞死に APE が関与していることが推測
 される。 本研究は一過性全脳虚血後の遅発性神経細胞死における APE 発現の変化と apoptotic
 cell death の関係を検討した。
               【方 法】
 ラッ トー過性全脳虚血モデルは, 両側総頸動脈閉塞およ び脱血による低血圧併用法 (Smith 's
 method) を用いた。 虚血時間は10 分, 再還流時間は1日, 2日, 3日とした。 本研究の一過性
 全脳虚血モデルにおける apop七〇tic cell death を確認するため, 脆弱部位である海馬 CA1 領域
 の genomic DNA を用いてゲル電気泳動を行い, また terminal deoxynucleotidyhransferse-
 mediated biotin-dUTP nick-end labeling (TUNEL) 染色にて DNA degradation の局在を組
 織学的に検討した。 次に同モデルにて, 今回使用 した APE 抗体の特異性, および虚血後の APE
 発現の変化を Western blot 法及び免疫組織染色にて検討した。 最後に, この APE 発現の変化
 と DNA degradation の関連を, 免疫組織染色と TUNEL の二重染色にて細胞レベルで検討 し,
 定量的検定にて時間的に検討した。
               【結 果】
 ラッ トー過性全脳虚血前後の動脈血液ガス分析等の生理学的パラメーター は, 平均動脈血圧以
 外, 虚血前後にて著変を認めなかった。 また, 虚血中における虚血領域の血流量は, 通常の 10
 %程度まで低下 していた。
 Genomic DNA ゲル電気泳動にて, 一過性全脳虚血後3日目の海馬 CAl 領域において,
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 laddering pattem を認め, DNA fragmen七ation が起こっていることを証明し, TUNEL 染色
 にて, これらDNA degradation は海馬 CA1 領域錐体細胞層の神経細胞に起こることを示した。
 正常脳および虚血後3日目の皮質組織由来の DNA には 1addering pattem は認めなかった。 こ
 れらのことにより, 虚血脆弱部位である海馬 CA1 神経細胞死に apoptosis が関与することが示
 された。
 Western blot 法にて, ラット脳組織における APE 抗体に対する免疫反応性は, control APE
 と同様の分子量約 37kd の位置にsingle band として示され, 本抗体の特異性が示された。 また
 この反応性は虚血後3日目の海馬 CA1 組織にて減少したが, 皮質および線条体組織では正常脳
 と変化がなかった。 免疫組織染色にて, 一過性全脳虚血後の海馬 CA1 領域における APE 免疫反
 応は, 再還流後1日目は正常脳と著変を認めないが, 2日目に APE免疫反応を失う細胞が観察
 され始め, 3日目に明らかに APE 免疫反応の減少を認めた。 このような虚血後の APE 免疫反
 応性の低下は海馬 CA1 錐体細胞層に特異的であり, 海馬 CA2, CA3 領域および歯状回には認め
 なかった。
 APE 免疫組織染色及びTUNEL の二重染色にて, 一過性虚血後2日目の海馬 CA1 領域には
 APE 免疫反応性を消失し始める錐体細胞と, TUNEL 陽性反応を示す細胞が混在するが, APE
 免疫反応性と TUNEL 反応が overlap する細胞は認めなかった。 このことより APE 免疫反応の
 消失 した細胞のみに DNA degradation が起こることが示唆された。
 APE 免疫反応陽性細胞数及びTUNEL 反応性細胞数の定量的検定において, 一過性全脳虚血
 後に, APE 発現は2日目に減少し始めたが, TUNEL 陽性細胞は3日目になり初めて有意に増
 加した。 これらのことより, APE の減少は DNA degradation に先行することが時間的にも示
 さ れた。
               【結 語】
 本研究により, 一過性全脳虚血後の選択的脆弱部位において, APE 発現が遅発性に減少 し,
 APE の消失した神経細胞でのみ, DNA degradation が確認された。 このことより DNA 修復酵
 素であるAPE の失活が, 一過性全脳虚血後の apoptosis に関連する可能性が示唆された。
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 審査結果の要旨
 当論文は, DNA 修復酵素のひとつである apurinic/apyrimidinic endonuclease (APE) の
 neuronal apoptosis への関与を検討する目的で, apoptosis と関連が深いとされるラッ トの全脳
 虚血後の遅発性神経細胞死における APE の発現を, western blot 法および免疫組織学的手法を
 用いて検討している。 さらに虚血後の DNA degradation と APE 発現の関連を二重染色にて示
 し, apoptosis における APE の役割を検討している。
 全脳虚血は, 全身麻酔下にclip による両側頸動脈閉塞及び脱血による低血圧の併用法にて作
 成 し, clip の解除及び脱血した静脈血の再注入にて再還流を行っている。 APE の発現は westem
 bloむ 法及び免疫組織染色にて検討している。 全脳虚血後の apop七〇sis については, genomic
 DNA ゲル電気泳動およ び terminal deoxynuc}eotidyl transferase-mediated uridine 5'一
 tr量phosphate-biotin nick end labeling (TUNEL) 染色にて検討している。
 免疫組織染色にて, 正常脳においては APE の発現は核に見られてお り, この APE の発現は,
 10 分聞の一過性全脳虚血後2日目に, 海馬 CA1 領域において明らかに減少することを示 してい
 る。 Westem Blot 法にて, 正常脳組織の 37kD に APE 蛋白の特徴的なバン ドを認め, 海馬 CAl
 領域では脳虚血3日後には, このバン ドが減弱することを明らかにした。 Genomic DNA ゲル
 電気泳動では, 全脳虚血後3日目に海馬 CA1 領域にてのみ laddering pattem を認め, DNA
 fragmentation が示唆されている。 また, APE とTUNEL との二重染色では, 一過性全脳虚血
 後の海馬 CA1 神経細胞にて, APE 発現の消失した細胞でのみ TUNEL 陽性反応を認め, APE
 発現の低下が DNA degradation に先行することを, 時間的, 空間的に明らかにしている。
 上記の如く, 当論文では, 一過性全脳虚血後の海馬 CAl 神経細胞にて APE 発現が減少する
 ことを示し, この減少は apoptot量。 cell death 過程の DNA fragmentation に先行することを
 明らかにしている。 APE 発現の低下が, 一過性全脳虚血後の遅発性神経細胞死の機序に関わる
 可能性を示唆することは, 今後 apoptosis における DNA修復機能の役割を検討する上で, また,
 臨床における心停止/蘇生術後の様な虚血再還流障害に対する治療機会の拡大を模索する上で,
 重要な知見と考えられる。
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